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Introdução e estado da arte 

 
A matriz energética mundial é altamente dependente do uso de fontes 

fósseis e não-renováveis como o petróleo, carvão e gás. A intensificação do uso de 

combustíveis fósseis contribui com a emissão de Gases causadores do Efeito Estufa 

(GEE), levando a níveis alarmantes de emissão de CO2 na atmosfera (Scripps 

Institutions of Oceanography, 2018; Abas et al. 2015). Visando limitar o aumento da 

temperatura global, é essencial o desenvolvimento e emprego de fontes energéticas 

renováveis e mais sustentáveis (Bezerra and Ragauskas, 2016). Nesse contexto, 

um recurso energético capaz de atender tais requisitos é o etanol de segunda-

geração (2G), o qual utiliza os açúcares presentes da biomassa, podendo elevar 

cerca de 30 a 40% a produção de etanol convencional (Martins et al., 2014).   

O etanol de segunda geração é produzido a partir dos polissacarídeos que 

compõem a parede celular vegetal, uma matriz renovável e com capacidade de ser 

utilizada em larga escala pela indústria. A desconstrução das frações de celulose e 

hemicelulose da parede celular vegetal libera os açúcares fermentescíveis que 

podem ser utilizados para a produção de etanol (Morais et al., 2017). Um dos 

maiores desafios na implementação dessa tecnologia é o desenvolvimento de 

linhagens de micro-organismos capazes de utilizar os açúcares provenientes desse 

material e converter em etanol. 

Esse projeto visa modificar proteínas que assimilam o açúcar renovável 

xilose por uma linhagem industrial da levedura Saccharomyces cerevisiae para a 

eficiente produção de etanol 2G. Linhagens modificadas de S. cerevisiae não são 

capazes de integralizar eficientemente a pentose xilose dentro da célula, tornando a 

produção de etanol 2G pouco eficiente. Tendo em vista a significativa parcela desse 

açúcar na constituição da biomassa lignocelulósica (25-30%), é imprescindível o 



 

O CTBE integra o Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), Organização Social qualificada pelo 
Ministério da Ciência, Tecnologia, Inovações e Comunicações (MCTIC) 

Campus: Rua Giuseppe Máximo Scolfaro, 10.000 - Polo II de Alta Tecnologia - Caixa Postal 6192 - 13083-970 - Campinas/SP 
Fone: +55.19.3512.1010 | Fax: +55.19.3518.3164 | www.bioetanol.org.br 

desenvolvimento de uma cepa capaz de assimilar eficientemente esse grupo de 

açúcar a fim de tornar o processo economicamente viável (Hahn-Hägerdal et al., 

2007). 

A etapa inicial do processo envolve a assimilação desse açúcar por 

transportadores localizados na membrana celular da levedura (figura 1). Após 

internalizado, a levedura desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa possui os 

genes e vias metabólicas necessários para converter a xilose em etanol. Apesar da 

grande importância dessa etapa para o aumento na eficiência do processo 2G, 

nenhum transportador de grande eficiência foi desenvolvido para solucionar esse 

desafio tecnológico. Dessa maneira, o desenvolvimento de um transportador 

eficiente no carreamento de xilose para o ambiente intracelular, aumentará a 

eficiência do processo fermentativo. Alguns trabalhos prévios na literatura relatam 

melhorias em transportadores endógenos de açúcar através de engenharia evolutiva 

(Farwick et al. 2014) e mutações sítio específica (Farwick et al. 2014; Nijland et al. 

2016). Dessa forma, este projeto tem como objetivo caracterizar novas sequências 

de transportadores de xilose e desenvolver uma linhagem modificada geneticamente 

para eficiente produção de etanol 2G. 

 

Figura 1| Transportadores de 

açúcares S. cerevisiae. A proteína de 

membrana C5T será modificada 

geneticamente, apresentando maior 

afinidade por xilose. A maior 

velocidade de assimilação dos 

açúcares impacta diretamente no 

processo de produção industrial do 

etanol 2G. 

 

 

 

Objetivos 

O objetivo desse projeto é a caracterização e o desenvolvimento de 

transportadores de xilose que possuam uma alta capacidade de assimilar esse 

açúcar intracelularmente, diminuindo o tempo final de fermentação e produção do 

etanol 2G.   
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Ao longo do projeto, o candidato selecionado desenvolverá os seguintes passos: 

 Geração de mutações sítio-específica em transportadores de açúcar; 

 Construção de cassetes de expressão gênica; 

 Transformação genética da levedura S. cerevisiae para introdução do 

transportador; 

 Ensaio fermentativo das linhagens desenvolvidas e análise dos 

resultados. 

 

Metodologia 

O candidato selecionado será capacitado em técnicas tradicionais de biologia 

molecular, como: reações de PCR, extração de DNA plasmidial e genômico, 

eletroporação bacteriana, clonagem, construção de cassetes de expressão gênica, 

transformação da levedura modelo S. cerevisiae, ensaios de fermentação, entre 

outros (Gibson et al. 2009; Joska et al. 2014);(Gietz and Schiestl 2008);(Sambrook 

et al. 1989). 
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Figura 2 | Metodologia gráfica simplificada do projeto. Etapas de desenvolvimento inicial 

do projeto: reações de polimerase em cadeia (PCR) para inserção de mutações e 

amplificação de regiões específicas do DNA, como promotores, terminadores e regiões 

codificadoras, etapa 1; montagem de cassetes de expressão gênica, etapa 2; introdução do 

plasmídeo desenvolvido na levedura, etapa 3; e por fim, ensaio fermentativo para avaliar 

alterações fenotípicas das linhagens desenvolvidas e avaliar a produção do etanol 2G, etapa 

4. 
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